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1. Einleitung

1.1. Definition und Klinik der Zdliakie

Die Zdliakie, auch glutensensitive Enteropathie genannt, ist eine immunologische Erkrankung
des Dinndarms, bel der es be genetisch prédisponierten Individuen zu ener
Uberempfindlichkeitsreaktion gegen den Nahrungsbestandteil Gliadin  auftritt. Die
Zoliakieinzidenz liegt in einigen europaischen Léndern bel bis zu 1:300 und manifestiert sich
am haufigsten im Kindesater ab dem 2zweiten Lebengahr. Eine kirzlich in Dresden
erschienene Studie belegt, dass die Zdliakie in Deutschland mit einer Prévalenz von bis zu
1:600 vorkommt und damit weitaus haufiger auftritt, als dies bisher angenommen wurde
(Henker 2002).

Ausgelost wird die Zoliakie durch die Aufnahme von Nahrungsmitteln, die bestimmte
Prolamine enthalten. Prolamine sind akoholldsliche Proteinfraktionen, die in Weizen,
Roggen, Gerste und Hafer enthalten sind. Das wichtigste toxische Prolamin ist das im
Weizenkleberprotein Gluten enthaltene Gliadin. Neuere Untersuchungen weisen darauf hin,
das bestimmte glutaminreiche Aminosdurensequenzen im Gliadin durch die Stimulation
pathogener T-Lymphozyten den Krankheitsprozess initiieren konnen. Bei Zoliakiepatienten
kommt es durch Zufuhr von Gliadin zu ener entzindlichen Resktion der
Dunndarmschleimhaut. Histologisch lassen sich nach der Eintellung von Marsh vier
verschiedene Stadien unterteilen (Marsh 1992). Im ersten Stadium sind  vermehrt
intragpitheliale Lymphozyten (IEL) (>40 Lymphozyten pro 100 Epithelzellen) bei ansonsten
normaler Dinndarmschleimhaut nachweisbar. Es folgt das hyperplastische Stadium (Stadium
2), bei dem > 40 IEL und eine Kryptenhyperplasie, aber keine Zottenverplumpung auftritt.
Das destruktive Stadium ist charakterisiert durch vermehrte IEL, Kryptenhyperplasie und
Zottenatrophie (Stadium 3). Im letzten Stadium findet man eine komplette Zottenatrophie
ohne Kryptenhyperplasie und oft normalen |EL (Stadium 4).

Bel florider Zoliakie mit ausgepragten Dunndarmverénderungen klagen die Patienten
typischerweise Uber Diarrhd/Steatorrhd und nahrungsabhéngige Bauchschmerzen. Bel
langerem Verlauf treten Symptome der Malabsorption hinzu wie z.B. Andmie durch Eisen-
oder Folsauremangel, Osteoporose, Wachstumsstorung und Fertilitatsstorungen (Zilbauer
2002). Um die Diagnose einer Zoliakie zu standardisieren, wurden im Jahr 1990 die ESPGAN
— Kriterien (= European Society of Pediatric Gastroenterology and Nutrition) aufgestellt.



Nach diesen Kriterien mussen bei unbehandelten Patienten charakteristische Biopsiebefunde
vorliegen (vermehrte intragpithelidle Lymphozyten, Kryptenhyperplasie, Zottenatrophie).
Durch Entzug des Nahrungsbestandteils Gliadin muss es zu einer Rickbildung der klinischen
und histologischen Befunde kommen. Eine zusétzliche serologische Bestimmung von
Autoantikorpern (siehe Punkt 1.2.3.) kann die Diagnose unterstiitzen, reicht aber alein fir
eine Diagnose nicht aus. Bei einer gesicherten Zoliakie ist die konsequente Einhaltung einer
glutenfreien Ernghrung die einzig mogliche Therapie (Weberhofer 2002). Hierunter kommt es
zu einer vollstdndigen Regeneration der Diunndarmschleimhaut und Gesundung der

betroffenen Patienten.

Abb. 1: Normale Duodenalschleimhaut (links) und Befund bel einer floriden Zdliakie (Zottenatrophie, vermehrte
intraepitheliale Lymphozyten) (rechts) (Bilder aus Zimmer 1999)

Neben der Klassifikation nach histologischen Kriterien wird die Zoliakie zusédtzlich nach der
klinischen Prasentation unterteilt. Die silente Zoliakie ist charakterisiert durch das Fehlen
klinischer Symptome wie Durchfall, Gewichtsverlust etc. bel ver&nderter Dinndarmmukosa
Biopsien weisen bei dieser Form vermehrt intragpitheliale Lymphozyten (IEL) auf und die
Mukosaveranderungen reichen von partieller Atrophie bis hin zur vollstandig flachen
Mukosa. Trotz nachhaltiger Mukosaveranderung kommt es bel Patienten mit silenter Zoliakie
nicht zur Ausbildung klinisch relevanter gastrointestinaler Symptome (Kordonouri 2000).

Als weitere Variante wird die sogenannte potenzielle Zoliakie angesehen. Bei dieser
Zoliakieform ist zu einem bestimmten Zeitpunkt keine Dinndarmmukosaverdnderung durch
Biopsie nachweisbar. Es kann sich aber zu einem spéteren Biopsiezeitpunkt nachtréglich eine
Zottenatrophie ausbilden. Klinisch sind solche Patienten dementsprechend symptomfre.

Weitere Kriterien sind ein positives Endomysiumantikorperscreening, viele intragpitheliale
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Lymphozyten, darunter auch viele mit positivem gd- T-Zellrezeptor, Zeichen aktivierter
mukosaler Immunitét, wie z.B. die Expression von CD25 und B7 von mononuklearen Zellen
der Lamina propria, verstarkte Expresson von MHC Klasse |1l Molekilen und
Adhasionsmolekiilen auf Epithelzellen der Lamina propria (Troncone 1996). Eine besondere
Variante der Zoliakie ist die Dermatitis herpetiformis, eine Hauterkrankung, die in Form von
gruppierten, juckenden Blaschen und Papeln bevorzugt bei dteren Kindern auftritt. Diese
Patienten haben haufig keine abdominellen Symptome, die Hauterscheinungen sind aber unter
einer gliadinfreien Dié reversibel (Ventura 1999; Koop 2000). Kommt es zur Auspragung
von intestinalen Symptomen sind in bis zu 80% dieser Féle in der Dunndarmbiopsie
Schleimhautveranderungen in Form einer Zottenatrophie beschrieben worden (Koop 2000).

Probleme bei der Diagnostik und der Therapie der Zdliakie kdonnen vor allem bei den
Patienten auftreten, die nicht die klassischen Zeichen einer manifesten Erkrankung aufweisen.
Epidemiologische Studien in Europa und Nordamerika haben zeigen konnen, dass ein
Grofdteil der Patienten mit Zoliakie an einer oligosymptomatischen Form leidet oder sogar
asymptomatisch  sind. Durch  Screeninguntersuchungen mit  Zoliakie-spezifischen
Autoantikdrpern konnten bei Kindern und Jugendlichen positive Endomysium-Antikorper
(EMA) in 97,3% in Sideuropa und 71% in Mittel- und Nordeuropa nachgewiesen werden
(Grodzinsky 1996; Bazzigaluppi 1999). Bei Nachuntersuchungen bei Antikorper-positiven
Personen fanden sich in 14% typische Schleimhautverdnderungen, in keinem Fale
oligosymptomatische Erkrankungen und in 100% klinisch asymptomatische Patienten
(Grodzinsky 1996). Es besteht somit eine sehr hohe Dunkeziffer, so dass die
Zoliakieerkrankung weit haufiger auftritt als friher angenommen. Einschrankend muss betont
werden, dass bis heute die Konsequenzen eines positiven Antikérperbefundes nicht klar sind.
Insbesondere ist der natlrliche Verlauf — denkbar wére eine spontanen Ausheilung, die
Entwicklung von typischen Zoliakiesymptomen, aber auch das Auftreten von MALT
Lymphomen bel ansonsten asymptomatischen Féllen — bisher unbekannt. Dies hat dazu
gefuhrt, dass von den meisten Autoren Antikorperuntersuchungen bei Risikopersonen
beflrwortet werden (Grodzinsky 1996; Schuppan 2000; Spiekerkoetter 2002; Zilbauer 2002).

Die Zoliakierkrankung ist hdufig assoziiert mit weiteren Autoimmunerkrankungen. Bei
Patienten mit Typ 1 Diabetes wurde bel Kindern und Jugendlichen eine Prévalenz der
Zoliakie von 2,0-85% und bel Erwachsenen von 1,6-54% beschrieben (Holmes 2001).
Hashimoto's Thyreoditis, Sjorgren Syndrom, M. Addison, rheumatoide Arthritis, pernizidse



Andmie, autoimmune Hepatitis sind weitere mit einer Zoliakie assoziierten Erkrankungen
(Tab. 1). Als Ursachen fur das verstérkte Auftreten ener Zoliskie bel
Autoimmunerkrankungen werden gemeinsame genetische Faktoren und ene gestorte
Immunregulation  vermutet  (Jaeger 2001; Not 2001). Eine besonders hohe
Erkrankungshéufigkeit ist bel Patienten mit selektiven IgA Mangel zu verzeichnen. Diese
Patienten weisen im Gegensatz zur Normalbevolkerung eine 10-15 fach hohere
Wahrscheinlichkeit auf eine Zoliakie zu entwickeln. (Cataldo 2000).

Erkrankung Haufigkeit einer

manifesten Zdliakie slenten Zdliakie
Typ 1 Diabetes 2,0-8,5% 4,4-6,3%
Hashimoto Thyreoiditis 2,0-4,8% 4,4%
M. Addison 0,1-7,3% 5,2%
Perniziose Andmie 0,2% n.u.
Autoimmune Hepatitis 1,1-4,0% n.u.

Tab. 1: Assoziation verschiedener Autoimmunerkrankungen mit einer manifesten und silenten Zdliakie
(Daten aus Savilahti 1997; Tala 1997; Volta 1997; Sategna-Guidetti 1998; Ventura 1999; Kordonouri 2000;
Aktay 2001; Holmes 2001; Meloni 2001; Not 2001; Sategna-Guidetti 2001; O Leary 2002; Spiekerkoetter 2002;

Valentino 2002) n.u. = nicht untersucht.

1.2. Pathogenese der Zdliakie

Die Pathogenese der Zdliakie beinhaltet ein komplexes Zusammenspiel zwischen exogenen
Einflissen, genetischen und immunologischen Faktoren und der Regulation lokaler
Entzindungsmechanismen. Audldser ist die Zufuhr von Gliadin, in deren Folge bei
entsprechend disponierten Patienten eine zytotoxische Immunreaktion auftritt. Durch die
lokale Freisetzung von Entziindungsmediatoren und den Mukosaschaden kommt es zur



Aktivierung von Enterozyten, die ihrerseits immunmodulierend auf den Krankheitsprozess

enwirken konnen.

1.2.1. Genetische Pradisposition

Das bevorzugte Auftreten der Zdliakie in Familien, in denen bereits ein Mitglied an einer
Zoliakie erkrankt ist, und die hohe Konkordanz bel eineligen Zwilligen (75%) weist auf eine
starke genetische Prédisposition der Erkrankung hin. Die wichtigste Assoziation besteht zu
bestimmten HLA (Human-Leukocyte-Antigen) -Molekilen, die an der Présentation von
Antigenen auf antigenprésentierenden Zellen betelligt sind. Be mehr als 90% der
Zoliakiepatienten finden sich die HLA Allde DQA1*0501 DQB1*0201 und DQA1*0301
DQB1*302, die die HLA Klasse I Molekile DQ2 und DQ8 kodieren (Nilsen 1995; Arentz-
Hansen 2000; van de Waal 2000). Es wird vermutet, dass an diese HLA Molekile ganz
bestimmte Gliadinpeptide binden kénnen, die von autoreaktiven T-Lymphozyten erkannt
werden. Diese Hypothese wird durch Experimente unterstiitzt, die zeigen konnten, dass HLA
DQ2 und HLA DQ8 Molekile besonders gut Peptide binden kann, die Glutaminsdure
enthalten. Auf diese Weise kann erklart werden, warum Personen mit HLA DQ2 und DQ8 ein
besonders hohes Risiko tragen, an einer Zdliakie zu erkranken. Da die Pravalenz von HLA
DQ2 und DQ8 auch in der Normalbevilkerung relativ hoch ist, wir vermutet, dass andere
Gene und Umweltfaktoren an der Pathogenese der Erkrankung beteiligt sind.

1.2.2. Zdlulare lmmunitat

Vorraussetzung fur die Entwicklung einer zelluldren Immunitdt ist die Aktivierung von
Lymphozyten durch Antigen-présentierende Zellen (APC). Im Fale der Zdliakie konnte
gezeigt werden, dass nach der Aufnahme von gliadinhaltiger Nahrung geringe Mengen des
Proteins durch Enterozyten des Darms aufgenommen, prozessiert und an der Zelloberflache
présentiert werden (van de Wal 2000). Eine aternative Erkldrung wére, dass durch
Mikrotraumen oder durch eine unspezifische Entzindung des Dinndarms die als Barriere
fungierende Epithelschicht des Darms passager gestort wird. Gliadin kénnte dann in die
Darmschleimhaut eindringen und von dort ansassigen Makrophagen oder dendritischen Zellen
prozessiert werden (Monteleone 2001; Salvati 2002). In Biopsiematierial von Patienten wurde



eine Infiltration der Lamina propria durch CD4+ T-Helfer (Th) Lymphozyten, CD8+
zytotoxischen T-Zellen, B-Lymphozyten, eosinophilen Granulozyten und Makrophagen
nachgewiesen (Marsh 1992). Bei isolierten humanen T-Zélllinien konnte eine Reaktivitét mit
Gliadin Peptiden nachgewiesen werden (Nilsen 1995; Kontakou 1995, Arentz-Hansen 2000;
Monteleone 2001). Dies bestédtigt die zentrale Rolle von Gliadin an der Pathogenese der
Zoliakie. Th-Zellen differenzieren in Abhangigkeit von der Stimulation durch APC entweder
in die proinflammatorisch wirkenden Thl-Zellen, die durch die Sekretion der Zytokine IL-2
und IFN-g charakterisiert sind oder in Th-2 Zellen, die IL-4, IL-10 oder 1L-13 sezernieren und
Hilfe bel der Produktion von Antikdrpern geben (Kjerrulf 1998; MacDonald 2001). Da sich
die Thl und die Th2 Zellen gegenseitig hemmen, ist die Baance zwischen beiden
Populationen bel verschiedenen Autoimmunerkrankungen (z.B. rheumatoide Arthritis, Typ 1
Diabetes) von zentraler Bedeutung fir die Entwicklung bzw. das Fortschreiten ener
entzindlichen, zytotoxischen Immunreaktion (Thl-dominiert) oder einer eher nicht-
zytodestruktiv wirkenden Immunantwort (Th2-dominiert) (Kolb 1997). Neben der zellulér
vermittelten Zytotoxizitét wird auch ein indirekter Effekt von Entzindungsmediatoren auf
Darmepithelzellen und der Darmfibroblasten diskutiert.

Zytokinanalysen auf Protein- und mRNA-Ebene konnten bei unbehandelten Zdliakiepatienten
eine vermehrte Produktion von IFN-g und TNF-a durch intestinale Lymphozyten zeigen
(Carol 1998; Monteleone 2001). Sowohl IFN-gwie auch TNF-a konnen direkt und indirekt
destruktiv. auf Dunndarmepithelzellen wirken. Nach Zugabe von INF-g konnte in
Gewebekulturen eine Schadigung von humanen Enterozyten nachgewiesen werden
(Przemioslo 1995). TNF-a stimuliert die Sekretion von Matrix Metalloproteinasen (MMP)
aus intestinalen Fibroblasten, die durch Abbau von Bindegewebe zur Schleimhautdestruktion
beitragen (Pender 1997; Daum 1999). Dartber hinaus kénnen Zytokine (z.B. IL-15, IL-18;
IFN-a), die von aktivierten APC sezerniert werden und vermehrt bel Zdliakiepatienten im
Dunndarm  exprimiert werden, zu einer Ausbildung von Epitheldefekten der
Dunndarmschleimhaut beitragen (Kontakou 1995; Maiuri 2000; Monteleone 2001; Salvati
2002).



1.2.3. Autoantikor per

Im Rahmen der Entwicklung einer Zoliakie kommt es in Serum zum Auftreten von
spezifischen Autoantikorpern, die gegen verschiedener Zielantigene gerichtet sind. Die bis
heute wichtigsten Marker sind die Antikorper gegen Endomysium, eine die glatte Muskul atur
umgebende bindegewebige Schicht, und die Gliadinantikérper (Schuppan 1998; Lock 1999,
Teesalu 2001). Dabel ist der Nachweis von Antikérpern der Immunglobulinklasse A (IgA)
von besonderer diagnostischer Bedeutung. Endomysium Antikorper (EMA) der IgA Klasse,
detektiert durch einen indirekten Immunfluoreszenztest (IFL) mit Osophagus- oder
Nabelschnurgewebe, wurden bel 90-100% der Patienten mit manifester Zoéliakie beschrieben
(Victoria 2001). 1gA Gliadinantikorper sind in 80-90% der Félle nachweisbar. Aufgrund der
deutlich hoheren Spezifitdét der IgA EMA (bis zu 90-100%) im Vergleich zu den IgA
Gliadinantikorpern (85-95%) stellen die EMA den bis heute bevorzugten Antikorpernachwels
dar (Victoria 1999; Kordonouri 2000; Kumar 2001; Victoria 2001). Aufgrund der extrem
hohen diagnostischen Sensitivitdt und Spezifitdt der EMA wurden diese Antikorper in
zahlreichen Studien als Screeningmarker zur Detektion von Personen mit potenzieller oder
silenter Zdliakie verwendet (Grodzinsky 1996; Not 2001).

Abb. 2: Nachweis von Endomysium-Antikorpern (EMA) durch indirekten Immunfluoreszenztest. Dargestellt ist

ein positiver (links) und ein negativer Befund (rechts). (Bilder aus Zimmer 1999)

Es konnte ebenfalls nachgewiesen werden, dass durch den Verzicht auf eine glutenfreie Diét
bei Zoliakiepatienten auch die EMA-Spiegel anstiegen. Durch erneute Aufnahme der Diét
fielen die EMA Titer auch wieder ab (Dietrich 1998; Kumar 2001). Demnach korrelieren die
EMA Spiegel mit der Aktivitdt der Erkrankung, weshalb die EMA ein wichtiges Werkzeug
fur die Evaluierung der Compliance von Patienten unter Behandlung mit glutenfreier Diét
darstellen (Dietrich 1998).



Aufgrund des hohen diagnostischen Nutzens der EMA war es von besonderer Bedeutung das
Zielantigen dieser Antikorperspezifitdt zu identifizieren. Im Jahr 1997 wurde von der
Arbeitsgruppe Schuppan gezeigt, dass die EMA mit dem Enzym Gewebstransglutaminase
(tTG) reagieren (Dietrich 1997). Diese Befunde wurden mittlerweile von zahlreichen
Arbeitsgruppen bestétigt (Brusco 1999; Kordonouri 2000; Victoria 2001; Piper 2002). Durch
die Verflgbarkeit gereinigten Antigens konnten sensitive und spezifische Enzym-linked
Immunosorbent Assays (ELISA) und Radioligandenassays (RLA) entwickelt werden, die den
Antikorpernachweis wesentlich vereinfacht haben (Dietrich 1998; Seissler 1999; Bonamico
2001; Victoria 2001). Als Substrat wurde aus Meerschweinchenleber oder anderen Geweben
extrahierte tTG oder rekombinantes Antigen eingesetzt (Dietrich 1998; Victoria 2001). Mit
beiden Verfahren wurde eine sehr gute Korrelation mit dem klassischen EMA-Test
beschrieben. So war die Sengitivitét des ELISA mit 95-100% gleich der des EMA-Tests. Die
Spezifitét, die beim EMA Test ebenfalls 100% betrug, lag beim ELISA bei 94-95% (Dietrich
1998, Victoria 2001). Als mdglicher Grund hierfir wurde diskutiert, dass moglicherweise
kontaminierende Proteine im Meeschweinchenleberextrakt die Spezifitét reduzieren. Diese
Erklarung wurde durch Experimente mit Verwendung von humanen rekombinanten Antigen
unterstitzt. In zwel Studien, in denen mit rekombinanten, radioaktiv markierten tTG ein RLA
aufgebaut worden ist, konnte eine Sensitivitdt von 97-100% bel einer Spezifitét von 91-99%
erzielt werden (Bazzigaluppi 1999; Seissder 1999; Hoffenberg 2000; Bonamico 2001). Im
direkten Vergleich mit den EMA waren die RLA tellweise sogar sensitiver bei vergleichbarer
Spezifitét (Williams 1999). Die Eignung von ELISAs wie auch RLAs as primére
Screeningmethode fur die Identifizierung von a oder oligosymptomatischen Patienten mit
potenzieller oder slenter Zoliakie wurde mittlerweile in mehreren Studien bestétigt
(Bazzigaluppi 1999; Seissler 2001). Es ist deshadb zu vermuten, dass ELISAs und
Radioligandenassays in naher Zukunft die Bestimmung der EMA fir Routineuntersuchungen
ablosen werden. Hierdurch kénnen die durch die Testmethode (IFL) verursachten Probleme
bei der Standardiserung (semiquantitative Ergebnisse, Abhangigkeit von der Gite des
verwendeten Gewebes, Subjektivitdt der Testauswertung) Uberwunden werden. Aulerdem
konnen die Kosten reduziert werden.



1.2.4. Reaktivitat der Dunndar mschleimhaut

Neben der durch die infiltrierenden immunkompetenten Zellen direkt vermittelten Schadigung
des DUnndarmepithels, ist das Verhalten der Darmepithel- und Bindegewebszellen von
entscheidender Bedeutung fur den Ablauf der Entziindungsresktion (Schuppan 2000). So
konnte in einem speziellen dreidimensionalen Kollagengel Model nachgewiesen werden, dass
sich subepitheliale Fibroblasten tber die Produktion von TGF-b T84-Darmepithelzellen von
ihrer erst unorganisierten, kuboiden Form in eine organiserte, sdulenférmige und
differenzierte Form transformieren konnten (Halttunen 1996). Weitere Untersuchungen
konnten demonstrieren, dass bei der Zdliakie in diesen Mechanismus eingegriffen wird,
woraus letztendlich die Zottenatrophie und Kryptzellhyperplasie resultiert. Bel diesem
Prozess konnten die Autoantikorper gegen tTG vom Typ IgA auch eine wichtige Rolle
spielen. TGF-b, welches von Fibroblasten in seiner inaktiven Form gebildet wird, kann von
tTG an die Extrazellularmatrix gebunden und in seine aktive Form Uberfihrt werden. Die
tTG-Autoantikdrper vom Typ IgA sind in der Lage, Uber eine Blockierung der tTG in diesen
Mechanismus einzugreifen (Halttunen 1999). Dadurch wird die lokale Aktivitdt von TGF-b
vermindert, wodurch es zur fehlenden Differenzierung des Dinndarmepithels kommt. Durch
die verminderte Aktivierung von TGF-b wird gleichzeitig in die Regulierung von MMP
eingegriffen, die bel vermehrter Aktivitdt die Mukosaschadigung verstérken konnen
(Halttunen 1999, Schuppan 2000).

1.3. Die Rolle der Gewebstransglutaminase bei der Zdliakie

Zur Familie der Transglutaminasen werden intrazelluldr (z.B. Keratinozyten-
Transglutaminase, epidermale Transglutaminase, Gewebstransglutaminase) und extrazellular
lokalisierten Transglutaminasen (z.B. Faktor XIIl) gezéhlt. Transglutaminasen katalysieren
die Ca™-abhangige posttrandationale Modifikation von Proteinen an den Aminosiuren
Glutamin und Lysin (Sollid 1997; Piacentini 1999). Die gewebssténdige Transglutaminase
(tTG) ist ubiquitar im Magen-Darm-Trakt z.B. in Fibroblasten, Endothelzellen und
Makrophagen exprimiert. In gesundem Gewebe befindet sich die tTG intrazellulér, wird aber
durch Zellschéden an den extrazellularen Raum abgegeben (Kordonouri 2000). Das Enzym
spielt eine Rolle bel der Wundheilung (Vernetzung von extrazelluléren Matrixproteinen) und
der Induktion von Apoptose (Umbau von Strukturproteinen und Verhinderung der
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Freisetzung von intrazelluldren Antigenen) bel stark geschédigten Zellen (Piacentini 1999).
Die Gewebstransglutaminase (tTG) katalysiert die Verknipfung zwischen den ¢
Carboxylgruppe der Aminosaure Glutamin mit der eAminogruppe des Lysins. Fir das
Verstandnis der Rolle der tTG an der Pathogenese der Zdliakie sind zwel Mechanismen von
grof3er Bedeutung.

Erstens konnte gezeigt werden, dass das an Glutamin reiche Gliadin ein Substrat fur tTG
darstellt. Gewebstransglutaminase katalysiert die Desaminidierung von Gliadinpeptiden und
Uberfuhrt hierbel in bestimmten Aminosdurenpositionen Glutamin in Glutaminsdure. Dies hat
zur Folge, dass bestimmte Peptidfragmente, die neu generierten Glutaminsdurereste
aufweisen, besonders gut an HLA DQ2 und DQ8 binden kénnen und von APC préasentiert
werden. Bel Patienten mit klassischer Zoliakie konnte die Reaktivitét von T-Lymphozyten
gegen diese Neopeptide nachgewiesen werden (Kontakou 1995; Arentz-Hansen 2000; van de
Wal 2000).

Zweitens konnte, wie unter Punkt 1.2.3. dargestellt ist, nachgewiesen werden, dass tTG selbst
autoantigene Eigenschaften aufweist. Der Mechanismus, durch den der durch
Gliadinaufnahme induzierte Immunprozess vom Gliadin auf ein korpereigenes Enzym
Ubergreift, ist bis heute unbekannt. Diskutiert wird die Mdéglichkeit, dass bei der
Desaminidierung von Gliadin tTG-Gliadin Quervernetzungen auftreten und anschlief3end die
APCs Peptide beider Proteine koprésentieren. Auf diese Weise konnten die APCs von
gliadinreaktiven T-Zellen aktiviert werden und anschlief3end naive tTG-reaktive T-Zellen
stimulieren. Eine direkte pathogene Bedeutung der Autoantikdrper gegen tTG ist noch unklar.
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2. Zielstellung

Die Zdliakie entsteht aufgrund einer Unvertréglichkeit gegen Gliadin. Im Rahmen der
Entzindungsreaktion entwickelt sich eine Autoimmunreaktion gegen das Enzym Gewebs-
Transglutaminase. IgA und IgG Autoantikorper gegen tTG sind hochspezifische und sensitive
Marker fur das Vorliegen einer manifesten oder silenten Zoliakie. Ziel der vorliegenden
Studie war es zu untersuchen, welche Anti-tTG |sotypantikorper bei Patienten mit manifester
und silenter Zdliakie auftreten. Analysiert werden sollte das Muster der IgA Subklassen und
die Antikorperreaktivitét von 1gG1 und 1gG4 Immunglobulinen, die as indirekte Marker fir
das Vorliegen einer proinflammatorischen T-Helfer 1 Immunreaktion (IgGl) oder einer
antiinflammatorisch  T-Hefer 2 dominierten Immunantwort (IgG4) fungieren konnen.
Desweiteren sollte getestet werden, ob neben IgA und 1gG tTG-Antikorpern auch Antikorper
vom IgE Isotyp bei der Zoliakie auftreten.

Fur die Studie wurden neue Nachweismethoden fur 1gA1, IgA2, 1gGl, 1gG4 und IgE tTG-
Antikorper etabliert, mit denen eine quantitative Bestimmung der Antikorpertiter moglich
wird. Untersucht wurden Patienten mit bioptisch gesicherter manifester Zdliakie und
asymptomatische Typ 1 Diabetiker, bei denen positive tTG-Antikorper nachgewiesen worden
sind.

In der Studie sollte erstmals die Verteilung der Isotyp tTG-AntikOrper bel Patienten in
verschiedenen Stadien der Zoliakie zu untersuchen. Geprift werden sollte, ob die Kenntnis
der Isotypimmunantwort RUckschliisse auf das immunologische Geschehen ermdglicht und
hierdurch ggf. die Diagnostik der Zoliakie verbessert werden kann.
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3. Material und Methoden

3.1. Reagenzien

AMERSHAM PHARMACIA BIOTECH / Braunschweig:
[*S]-Methionin

Protein A Sepharose CL4B

Protein G Sepharose

BECKHAM / Fullerton (USA):
Ready Solv HP (ScintillationsflUssigkeit)

PIERCE / Illinois (USA):
Immobilized Neutravidin Biotin

MERCK / Darmstadt:

Ethanol 20%

Natriumchlorid
Tris(hydroxymethyl)aminomethan (Tris)

PHARMINGEN / Hamburg:
Anti-Human 1gG;-Biotin; Klon: G17-1
Anti-Human 1gG,, -Biotin; Klon: JDC-14
Anti-Human IgE,-Biotin;, Klon: G7-26

SERVA / Heidelberg:
Ethylendiamin-tetraessigsaure (EDTA)

SIGMA / St. Louis (USA):

Anti-Human IgA Agarose

Benzamidin

Methionin

Phenylmethansulfonsaureflorid (PMSF)

Triton X-100 (t-Octyl phenoxypol yethoxyethanol)
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SOUTHERN BIOTECHNOLOGY ASSOCIATES, Inc (USA):
Anti-Human IgA;1-Biotin, Klon: B3506B4
Anti-Human IgA2-Biotin, Klon: A9604D2

3.2. Verbrauchsmaterialien und Ger ate

BECTON DICKINSON (USA):
Polypropylene round-bottom tube (14ml)

BIOZYM / Oldendorf:
Pipettenspitzen klar: 0,5-1000 pl

BRAND / Wertheim:
12 Kanal Transferpipetten

EPPENDORF / Hamburg:

Combitipp plus 1,0 ml, 2,5ml

Unichannel — Pipette

8- Kana Multichannel Pipette

Pipetten ‘Reference’ 0,5-10ul, 50-200ul, 100-1000ul

FRIMONT / Milan (1):

Automatische Eismaschine (Scotsman AF-20)

GREINER / NUrtingen:
96-well Mikrotiterplatten

HERAEUS — CHRIST GmbH / Osterode:
Zentrifuge 0-6000 U/min

IKA / Wilmington (USA):
MS2 Minishaker 0- 2500 U/min
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LABCOR PRODUCTS/ Karlsruhe:

Pufferwannen

LABSYSTEMS/ Frankfurt:
8-Kanal Multipipette (Finnpipette), 50-300pl

MILLIPORE / Bedford (USA):
Multiscreen Assay System (96-well Filtrationsplatten, Unterplatten, Vakuum Waschsystem,

Punch-System)

MLW / Freitd:
Riittler

PACKARD (USA):
‘“Topcount’” Microplate Scintillation & Luminescence Counter

SARSTEDT / NUmbrecht:
Pipettenspitzen gelb: 10-100ul, blau: 100-1000pl

SARTORIUS/ Géttingen:
Feinwaage (MC1, Research RC210 P)

3.3. Lésungen / Puffer

Puffer fir Radioimmunoassay (RIA):

Puffer A:
20 mM Tris; 150 mM NaCl; 5 mM Benzamidin; 2 mM EDTA; pH 7,4

Puffer B:

20 mM Tris; 150 mM NaCl; 5 mM Methionin; 5 mM Benzamidin; 2 mM EDTA;
1 mM PMSF; 0,5% Triton X-100; pH 7,4
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3.4. Patienten

Untersucht wurden 30 Patienten mit symptomatischer, manifester Zdliakie, deren Diagnose
durch Dinndarmbiopsie bestétigt worden ist. Die zweite Patientengruppe war an einem Typ 1
Diabetes erkrankt und hatte keine Symptome einer Zoliakie. Durch den Nachweis von
positiven tTG-Antikorpern, die im Rahmen einer Screeninguntersuchung detektiert worden
waren, bestand bei diesen Patienten der dringende Verdacht auf eine silente Zdliakie. Obwohl
nur ein Teil der Patienten einer Gastroskopie und Dinndarmbiopsie zugestimmt haben, um
die Diagnose zu bestétigen, wird diese Gruppe in der vorliegenden Arbeit as Patienten mit
slenter Zoliakie bezeichnet. Als Kontrollgruppe dienten 58 gesunde Blutspender. In der
Tabelle 1 sind die demographischen Daten der Patienten und Kontrollen aufgefiihrt. Die
Serumproben wurden nach der Blutabnahme aliquotiert und bel —20°C aufbewahrt. Alle
untersuchten Patienten bzw. ihre Eltern wurden tber die Studie informiert und gaben ihre
schriftliche Zustimmung. Die Studie wurde von den Ethikkommission genehmigt.

Anzahl Alter in mittleres Alter Geschlecht
Jahren in Jahren Mannlich /
weiblich
M anifeste Zoliakie 30 6-72 20,2+ 15,2 12 18
Silente Zdliakie 22 3-19 11,3+4,9 9 13
Blutspender 58 8-40 27,3+ 9,0 23 35

Tab. 2: Charakterisierung der untersuchten Patientengruppen
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3.5. Herstellung von rekombinanter Gewebstransglutaminase

Fir die Produktion und die Markierung mit [*S]-Methionin der rekombinanten, humanen
tTG wurde en in vitro Transkriptiong/Trandations System (TNT Coupled Reticulocyte
Lysate Kit) verwendet (Promega). Der humane full length tTG cDNA Klon, kloniert in den
SP64 (Poly-A) Vektor, stand aus vorangehenden Untersuchungen zur Verfligung (Seissler
1999). 1 ug cDNA wurde mit 1 pl SP6-Polymerase, 25 ml TNT Rabbit Reticulocyte Lysate, 2
m TNT Reaction Buffer, 1 m 1mM Methionin-fréies Aminosiurengemisch, 3 m [*9]-
Methionin (10mCi/ml, 1000Ci/mmol) und 1 mi RNasin Ribonuclease Inhibitor (40 U/mi)
vermischt, auf 50 pl mit Nuklease-freiem H,O verdinnt und Uber einen Zeitraum von 90
Minuten bei 30°C in einem Wasserbad inkubiert. Danach wurde die Markierungsrate
bestimmt. Dafir wurde 1 mi des Gemisches auf ein Filterpapier pipettiert und mit 40 mi
10%iger Trichloressigsdure bei 65°C fur 10 min prézipitiert. Nach einem Waschschritt wurde
das Filterpapier bei Raumtemperatur getrocknet und anschlief3end die Aktivitét der markierten
tTG in einem Beta-Counter gemessen. Die tTG-Proben wurden aiquotiert und bei -80°C
aufbewahrt.

3.6. Nachweisder 1gA tTG-Antikor per

Mittels eines Radiobinding Assay wurde der Titer der tTG IgA Antikorper in den Seren
ermittelt. Zunéchst wurden 96-Well Mikrotiterplatten mit 200 ml Puffer B fir eine Stunde bei
Raumtemperatur vorinkubiert. Nach dem Abkippen des Puffers wurden 5 m des Testserum
pro well pipettiert. Es folgte die Zugabe von [**S]-Methionin markierter tTG (40 pl pro Well,
entsprechend 15.000 cpm tTG) und die Inkubation tber Nacht bei 4°C auf einem Ruttler. Jetzt
erfolgte die Pipettierung von je 20 pl Anti-Human IgA Agarose (50% V/V). Nach zwel
Stunden Inkubation bei 4°C auf dem Schittler wurden die Proben mit einer 8-Kanal
Multipipette auf eine 96-Well Filtrationsplatte Uberfihrt und anschliefiend mit einem
Vakuumsystem 15-mal mit Puffer B gewaschen. Nachdem die Filtrationsplatten getrocknet
waren, wurde zur Bestimmung der gebundenen Aktivitdt 20 ml Szintillationsflussigkeit pro
Well hinzugegeben. Es folgte die Messung in einem 96-Well Beta-Counter. Alle
Serumproben wurden im Doppelansatz gemessen. Auf jeder Platte wurde ein positives und

ein negatives Referenzserum mitgefuhrt.
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3.7. Nachweis der 1gG tTG-Antikor per

1gG tTG-Antikorper wurden, wie oben fur die IgA Antikorper beschrieben, nachgewiesen.
Der Unterschied bestand in der Zugabe von 20 pl Protein A Sepharose (50% V/V) (PAS-
Assay) nach der Inkubationsphase von Serum und markierter tTG. In einigen Seren wurde zur
Kontrolle der Antikérperbindung eine Adsorption mit 20 ul Protein G Sepharose (50% V/V)
(PGS-Assay) durchgefuinrt. Das Uberfiihren in die Filtrationsplatte, das Waschen und das
Messen der Proben wurde entsprechend dem IgA Assay durchgefthrt. Alle Serumproben
wurden im Doppelansatz gemessen. Auf jeder Platte wurde ein positives und ein negatives
Referenzserum mitgefuhrt.

3.8. Berechnung der Antikor pertiter

Die Titer der Gesamt-IgA und -1gG (PAS-Assay) tTG-Antikorper wurden in Units anhand
folgender Formel berechnet:

cpm [Testserum] — cpm [Negativkontrolle]
(cprl I~ cpm [Neg ) x 100 = tTG-Units

(cpm [Positivkontrolle] — cpm [Negativkontrolle]

Der Schwellenwert fur positive IgA bzw. 1gG (PAS-Assay) tTG-Antikorper wurde in einer
vorangehenden Studie durch die Testung von 574 gesunden Kontrollpersonen mittels ROC-
Plot Analyse bestimmt. Fir die IgA tTG-Antikorper liegt der Grenzwert bel 8,3 Units und fir
die 1gG tTG-Antikérper bei 7,9 Units. Bei Anwendung dieser Werte konnte eine
diagnostische Sensitivitét des IgA- und des 1gG-Assays von 95,6% bel einer Spezifitét von
99,5% bzw. 99,3% erzielt werden (Seissler 1999). Fur den PGS-Assay wurde der Grenzwert
als Mittelwert + 3 Standardabweichungen der normalen Kontrollseren berechnet.
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3.9. Nachweis des I sotyps und der Subklassen der tTG-Antikor per

Fur den Nachweis von tTG IgE Antikdrpern und der 1gA1, IgA2, 1gG1 und 1gG4 tTG-
Antikorpersubklassen wurden jeweils ein Radiobinding Assay neu aufgebaut. Hierzu wurden
ebenfalls 96-Well Mikrititerplatten und 96-Well Filtrationsplatten verwendet. Der Nachwels
der Isotyp- und Subklassenantikorper gelingt durch die Zugabe von biotinylierten
spezifischen Anti-Human Antikorpern und der Bindung an Neutravidin Agarose. Zunéchst
wurden die 96-Well Mikrotiterplatten mit 200 m Puffer B pro well eine Stunde bei
Raumtemperatur vorinkubiert. Danach wurde jeweils 5 mi Serum in Doppelansatz pipettiert
und 40 pl [*S]-Methionin markierte tTG (15.000 cpm pro well) hinzugefiigt. Die Platte
wurde Uber Nacht bel 4°C auf einem Ruttler inkubiert. Es folgte die Zusetzung der

spezifischen Anti-Human Isotyp Antikorper in folgender Form:

Antikorper Pipettiermenge / Well
Anti-Human IgA1 5m
Anti-Human IgA2 5m
Anti-Human 1gG1 0.8ni
Anti-Human 1gG4 0.4m
Anti-Human IgE 1m

Tab. 3: Pipettiermenge der Isotyp Antikorper pro Well

Nach 2 Std. wurde 50 ml Neutravidin Agarose (50% V/V) pro Well pipettiert. Anschlief3end
wurde die Platte fur weitere 2 Std. bel 4°C auf dem Schiittler inkubiert. Danach wurden die
Proben mit ener 8-Kana Multipipette auf mit 200 m vorgewaschene 96-Well
Filtrationsplatten (Porengrof3e 1.2 mm) Uberfihrt und mit Zuhilfenahme eines Vakuumsystems
15-mda mit jewells 250 m Puffer B gewaschen. Nachdem die Platten getrocknet waren, hatten
sich die mit Neutravidin Agarose gebildeten Immunkomplexe auf der Membran abgelagert.
Zur Messung der gebundenen Radioaktivitdt wurde 20 m SzintillationsflUssigkeit pro Well
hinzugegeben und die Aktivitdt direkt auf der Plaite in einem 96-Well Beta-Counter
gemessen. In jedem Testansatz wurde als Kontrolle ein positives und ein negatives
Standardserum mitgefiihrt. Aus den 58 Seren von gesunden Kontrollpersonen wurde der
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Grenzwert fUr einen positiven Befund berechnet. Werte, gemessen in cpm, grof3er als der

Mittelwert + 3 Standardabwei chungen wurde a's positiv gewertet.

3.10. Statistik

Die Antikorpertiter sind as Mittelwert und Standardabweichung angegeben. Unterschiede in
der Haufigkeit der Antikorper zwischen den einzelnen Patientengruppen wurden mit dem
Fischer's Exact Test analysiert. Der Vergleich der Autoantikorpertiter wurde mit ANOVA
durchgefuhrt. Ein p Wert < 0,05 wurde a's signifikant betrachtet.
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4. Ergebnisse

4.1. Bestimmung der Grenzwerte der Subklassen- und | sotypassays

Die Seren der 58 gesunden Normal personen wurden fir die Ermittlung der Grenzwerte fir die
einzelnen Assays verwendet. Fir die IgA1, 1gA2, 1gG1, 1gG4 und IgE tTG-Antikorperassays
fand sich eine mittlere Bindung von 461 + 172 cpm, 409 + 144 cpm, 763 = 127 cpm, 194 +

108 cpm und 271 + 80 cpm. Hieraus wurden die folgenden Grenzwerte berechnet:

IgA1 tTG-Antikorper: 977 cpm
IgA2 tTG-Antikorper: 841 cpm
1gG1 tTG-Antikorper: 1144 cpm
1gG4 tTG-Antikorper: 518 cpm
|gE tTG-Antikorper: 511 cpm

Unter Verwendung dieser Kriterien war jeweils 1 Serum eines Kontrollpatienten positiv fur
IgAL, 1gA2, 1gG4 und IgE Antikorper. 1gG1 tTG Antikorper waren alle negativ. Fur die
Gesamt-IgA und -1gG (PAS-Assay) tTG-Antikorper Assays wurden die in vorangehenden
Studien bestimmten Grenzwerte von 8,3 und 7,9 Units tbernommen.

4.2. Gewebstransglutaminase Antikorper bei Patienten mit manifester Zodliakie

4.2.11gA tTG-Antikorper bei Patienten mit manifester Zdliakie

Insgesamt wurden 30 Seren von Patienten mit bioptisch gesicherter Zdliakie untersucht. Be
alen Seren konnten im konventionellen Gesamt-IgA Assay tTG-Antikorper nachgewiesen
werden. In diesem Kolletiv fanden sich bei 27 (90%) Patienten tTG Antikorper der 1gAl
Subklasse. Nur 12 (40%) Patienten hatten positive 1gA2 Antikorper (p< 0,001). Deutliche
Unterschiede konnten bel den Antikorpertitern der 1gA Subklassen beobachtet werden. Die
mittleren Antikorpertiter, gemessen als cpm gebundene Radioaktivitét, lagen bel den IgAl
tTG-Antikorper signifikant hoher (2281 + 1298 cpm) als bel den IgA2 Antikérpern (1009 +
664 cpm) (p< 0,001) (Tab. 5). Zwischen den Geschlechtern lief3en sich keine signifikanten
Unterschiede in der Antikorperprévalenz und den Antikorpertitern nachweisen (Tab. 4 und 5).
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Patienten Anzahl Pravalenz der 1gA tTG-Antikor per
IgA lgA1l IgA2
Gesamt 30 30 27* 12
(100%) (90,0%)  (40,0%)
Weiblich 18 18 17 6
(100%) (94,4%)  (33,3%)
Mannlich 12 12 10 6
(100%) (83,3%) (50%)

Tab. 4: Prévalenz der IgA tTG-Antikorper bei Patienten mit manifester Zoliakie
*p < 0,001 versus IgA2

Patienten Anzahl Titer der tTG-Antikor per

IgA lgAl IgA2
(Units) (cpm) (cpm)

Gesamt 30 65+ 28 2281 + 1298* 1009 + 664
Median: 63 1865 750

Weiblich 18 66 + 28 2048 + 1035* 803 + 313
Median: 63 1638 750

Mannlich 12 63 + 30 2630 + 1601* 1317 + 915
Median: 64 2264 946

Tab. 5: Titer der IgA tTG-Antikorper bei Patienten mit manifester Zdliakie

*p < 0,001 versus IgA2
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4.2.2. Korrelation der 1gA tTG-Antikoper mit dem Alter

Das Alter der untersuchten Patienten lag zwischen 6 und 72 Jahren. Um Unterschiede
zwischen Kindern bzw. Jugendlichen und Erwachsenen zu efassen, wurde das
Patientenkollektiv in zwei Gruppen unterteilt (Altersgrenze 18 Jahre). Weder in der Pravalenz
der 1IgA1 und IgA2 tTG-Antikdrper noch in der Hohe der Antikorperspiegel waren
signifikante Unterschiede zwischen Erwachsenen und Kindern zu beobachten (Tab. 6 und 7).

Altersgruppen  Anzahl Pravalenz der tTG-Antikorper
lgA lgA1 lgA2
1-18 Jahre 19 19 17~ 8
(100%) (89,4%) (42,1%)
> 18 Jahre 11 11 10** 4
(100%) (90,9) (36,4%)

Tab. 6: Prévalenz der IgA tTG-Antikorper in Abhéngigkeit vom Alter
*p < 0,006, ** p < 0,03 versus IgA2

Altersgruppen  Anzahl Titer der tTG-Antikor per
IgA lgAl IgA2
(Units) (cpm) (cpm)
1-18 Jahre 19 63 + 29 2103+ 1082 1071+ 750
> 18 Jahre 11 69 + 28 2587 + 1616* 901 + 495

Tab. 7: Antikorpertiter der IgA tTG-Antikorper in Abhéngigkeit vom Alter
*p < 0,001 versus IgA2
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4.2.3. 1gG und IgE tTG-Antikorper bel Patienten mit manifester Zéliakie

Die Bestimmung der Gesamt-1gG tTG-Antikorper, gemessen mit der konventionellen
Methode (PAS-Assay), erbrachte bei 29 (96,6%) Seren ein positives Ergebnis. 1gGl tTG-
Antikorper waren aber nur bel 17 (56,6%) Patienten detektierbar und kein Patient hatte
Antikorper der 1gG4 Subklasse (p< 0,01 versus Gesamt-1gG). Die Analyse der IgE Antikorper
erbrachte bei 3 (10,3%) Patienten ein positives Ergebnis (Tab. 8).

Der Vergleich der Befunde zwischen den Gesamt-1gG tTG-Antikoérpern mit den 1gG1 und
1gG4 Antikorpern zeigt deutliche Unterschiede. Um diese Diskrepanz aufzukldren, wurde bei
15 Patienten die Adsorption der Immunkomplexe an Protein A Sepharose (starke Bindung
von 1gG, schwache Bindung von IgA) mit der Adsorption an Protein G Sepharose (starke
Bindung von 1gG, keine Bindung von IgA) verglichen. Der Antikorpernachweis konnte nur
bei 7 von 15 Seren, bei denen ein positives Signal mit PAS-Assay gemessen worden war,
unter Verwendung von Protein G Sepharose bestétigt werden. Es fand sich aber eine sehr gute
Korrelation der Befunde beim Vergleich der Ergebnisse zwischen den Assays mit Protein G
Sepharose und Anti-IgG1-Neutravidin. Dies weist darauf hin, dass entgegen der gangigen
Annahme die schwache Bindung von IgA an Protein A Sepharose bel Patienten mit
hochtitrigen 1gA Antikdrpern ausreicht, um einen falsch positiven 1gG Antikdrpernachwels zu
erhalten (Tab. 9).

Patienten Anzahl Pravalenz der tTG | sotypantikor per

1gG1 1gG4 IgE
Gesamt 30 17* 0 3
(56,6%) (10%)
Weiblich 18 10** 0 1
(55,5%) (5,5%)
Mannlich 12 7 0 2 (16,6%)
(58,3%)

Tab. 8: Pravalenz der 1gG1, 1gG4 und IgE tTG-Antikorper bei Zdliakiepatienten
*p < 0,001, **p < 0,003 versus 1gG4 und IgE

23



Probanden

Prazipitation mit

Protein A Protein G Anti-lgGl/
Sepharose Sepharose Neutravidin

Manifeste Zdliakie

1 4400 1584 1396
2 900 389 898
3 3428 840 3891
4 3144 304 891
5 3224 1643 1221
6 3348 980 1352
7 948 297 737
8 1063 291 997
9 3704 773 998
10 1216 200 955
11 1214 1390 2162
12 3112 348 919
13 3044 729 1120
14 4120 1214 1263
15 3936 604 760
Normalseren

1 155 136 751
2 234 148 795
3 278 240 755
4 185 184 758
5 317 298 851

Tab. 9: Korrelation der Befunde bei der Adsorption der Immunkomplexe mit Protein A Sepharose, Protein
G Sepharose oder Anti-lgGL/Neutravidin. Dargestellt ist die gebundene Aktivitdt in cpm. Werte, die nach

unseren Kriterien eine positive Antikorperbindung anzeigen, sind fett gedruckt.
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Bel den 1gG tTG-AntikOrper positiven Personen konnten hohe Spiegel fur die 1gG1
Antikorpern (1319 + 666 cpm) nachgewiesen werden. Dem gegeniber waren nur sehr
niedrige Antikorpertiter fir die 1gG4 und IgE tTG-Antikorper detektierbar (178 77 cpm und
320+ 155 cpm) (Tab. 10). Signifikante Unterschiede hinsichtlich des Alters fanden sich nicht
(Tab. 11 und 12). Die Untersuchung der Assoziation der 1gG Subklassenantikérper mit dem
Geschlecht erbrachte ebenfals keine signifikante Unterschiede zwischen méannlichen und
weiblichen Probanden/Probandinnen (Tab. 8 und 10).

Patienten Anzahl Titer der tTG-Antikor per
(cpm)
1gG1 1gG4 IgE
Gesamt 30 1319 + 666* 178 £ 77 320 + 155
Median: 1204 160 270
Weiblich 18 1161 + 358* 170+ 78 285+ 100
Median: 1187 149 243
Mannlich 12 1556 + 932* 189 + 76 371+ 208
Median: 1206 167 279

Tab. 10: Titer der 1gG1, 1gG4 und IgE tTG-Antikorper bei Patienten mit manifester Zdliakie
*p < 0,001 versus 1gG4 und IgE
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Altersgruppen Anzahl Pravalenz der tTG-Antikor per

1gG1 1gG4 IgE
1-18 Jahre 19 12* 0 1
(63,2%) (5,3%)
> 18 Jahre 11 6 0 2
(54,5%) (18,2%)

Tab. 11: Préavalenz der 1gG1, 1gG4 und IgE tTG-Antikorper in Abhénigkeit vom Alter
*p < 0,001 versus 1gG4 und IgE

Altersgruppen  Anzahl Titer der tTG-Isotypantikor per
(cpm)
1gG1 1gG4 IgE
1-18 Jahre 19 1298+511* 179+ 77 307+ 121
> 18 Jahre 11  1369+900* 175+80 342 + 206

Tab. 12: Korrelation der Titer der 1gG1, 1gG4 und IgE tTG-Antikodrper mit dem Alter
*p < 0,001 versus 1gG4 und IgE
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4.2.4. Korrelation der tTG-lsotypantikor per

IgA1 war der haufigste Isotyp der tTG-Antikorper (90%) bel Patienten mit manifester
Zoliakie. In 7 Falen konnten nur IgA1 Antikorper nachgewiesen. Dem gegeniiber waren alle
Patienten mit IgA2 Antikorper auch 1gA1 Antikorper positiv. 1gG1 und IgE Antikorper
wurden ebenfalls nur bel Patienten mit 1gA1 Antikorpern gefunden. In 10 IgGl-positiven
Féllen waren neben den IgA1 Antikérpern auch die IgA2 Antikorper positiv. Nur 2 Seren
zeigten gleichzeitig Antikorper der Subklassen 1gA1, 1gA2, 1gG1lund IgE.

IgA 1 IgG 1
n=27 n=17

|@A2 |gE
n=12 n=3

Abb. 3: Korrelation der 1gA1, 1gA2, 1gG1 und IgE tTG-Antikorper bei Patienten mit manifester Zoéliakie
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4.3. Gewebstransglutaminase Antikorper bei Patienten mit silenter Zdliakie

4.3.1. 1gA tTG-Antikoérper bel Patienten mit silenter Zoliakie

In der Gruppe der 22 Patienten mit silenter Zoliakie waren definitionsgemald alle Personen
Gesamt-IgA tTG-Antikorper positiv. Die IgA1 tTG-Antikérper waren bel 20 (90,1%)
Patienten nachweisbar. Nur 7 (31,8%) Seren waren IgA2 Antikorper positiv. Die Pravalenz
der IgA1 tTG-Antikorper war somit signifikant hoher im Vergleich zu den IgA2 Antikorpern
(p < 0,001). Wie bei den Patienten mit manifester Zdliakie waren deutlich hdhere Titer fur die
IgA1 Antikorper (2858 £ 1079 cpm) im Vergleich zu den IgA2 tTG-Antikorpern (717 + 347
cpm) zu verzeichnen (p < 0,001). Die Antikorperpravalenz und die Antikorpertiter waren bel
weiblichen und mannlichen Patienten hnlich (Tab. 13 und 14).

Patienten Anzahl Pravalenz der tTG-Antikor per
IgA lgAl |gA2
Gesamt 22 22 20* 7
(100%) (90,1%) (31,8%)
13 12** 5
Weiblich 13 (100%) (92,3%) (38,5%)
9 8 * 2
Mannlich 9 (100%) (88,8%) (22,2%)

Tab. 13: Prévalenz der IgA tTG Antikorper bei Patienten mit silenter Zoliakie
*p < 0,001, **p< 0,02 versus IgA2
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Patienten Anzahl

tTG-Antikorpertiter

Gesamt 22
Median:

Weiblich 13
Median:

Mannlich 9
Median:

lgA lgA1l |gA2
(Units) (cpm) (cpm)
76+ 32 2858 + 1079* 717 £ 347
85 2960 627
78+ 30 2740 £+ 1106* 792 = 390
87 2636 803
72+ 33 3029 + 1081* 608 + 254
83 3044 507

Tab. 14: Titer der IgA tTG-Antikorper bei Patienten mit silenter Zoliakie

*p < 0,001 versus IgA2

4.3.2. Korrelation der 1gA tTG-Antikorper mit dem Alter

Das Alter der Patienten mit silenter Zéliakie lag zwischen 3 und 19 Jahren. Fir die
Auswertung des maoglichen Einflusses des Alters auf die tTG-Antikorper wurden die
Patienten in zwei Altergruppen unterteilt. Die Pravalenz der 1gA tTG-AntikOrper war in
beiden Gruppen &hnlich (Tab. 15). Die Antikorpertiter der Gesamt-1gA tTG-Antikorper war
bel den kleinen Kindern (Alter 3-10 Jahre) etwas niedriger im Vergleich zu den &lteren
Kindern (Alter > 10 Jahre) (69 versus 80 Units). Diese Unterschiede waren jedoch statistisch

nicht signifikant.
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Altersgruppen  Anzahl Pravalenz der tTG-Antikor per

lgA lgAl |gA2

1-10 Jahre 9 9 8* 2
(100%) (88,8%) (22,2%)

> 10 Jahre 13 13 12** 2
(100%) (92,2%) (22,2%)

Tab. 15: Korrelation der 1gA tTG-Antikorper mit dem Alter bei Patienten mit silenter Zoliakie
*p < 0,001, **p < 0,02 versus IgA2

Altersgruppen  Anzahl tTG-Antikor pertiter
IgA lgAl IgA2
(Units) (cpm) (cpm)
1-10 Jahre 9 69 + 33 2767+ 1133 683+ 364
> 10 Jahre 13 80+30 2922+1083* 740+ 347

Tab. 16: Korrelation der Titer der IgA tTG-Antikorper mit dem Alter der Patienten mit silenter Zoliakie
*p < 0,001 versus IgA2
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4.3.3. 1gG und IgE tTG-Antikorper bel Patienten mit silenter Zdliakie

Bel den Patienten mit silenter Zdliakie hatten 4 (18,2%) Patienten 1gG1 Antikorper und je ein
(4,5%) Patient 1gG4 bzw. IgE Antikorper (Tab. 17). Eine positive Assoziation zwischen
einzelnen | sotypantikdrpern und dem Geschlecht bestand nicht. Die Titer der IgG1 Antikorper
(890 * 373 cpm) waren deutlich niedriger as die IgA1 Antikorper (2858 + 1079 cpm) (p<
0,001) und waren vergleichbar mit den IgA2 tTG-Antikorperspiegeln (717 £ 347 cpm) (Tab.
18). Die Pravaenzen der 1gGl, 1gG4 und IgE Antikorper zeigten keine signifikante
Korrelation zum Geschlecht (Tab. 17). Interessant war, das positive 1gG1 tTG-Antikorper
ausschliefdich bel Kindern auftraten, die jinger als 10 Jahre at waren (Tab. 19 und 20).

Patienten Anzahl Pravalenz der tTG-Antikor per
1gG1 1gG4 IgE
gesamt 22 4 1 1
(18,2%) (4,5%) (4,5%)
weiblich 13 3 1 1
(23,0%) (7,7%) (7,7%)
Mannlich 9 1 0 0
(11,1%)

Tab. 17: Pravalenz der 1gG1, 1gG4 und IgE tTG-Antikorper bei Patienten mit silenter Zdliakie
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Patienten Anzahl

Titer der tTG Antikorpertiter

1gG1 9G4 IgE
(cpm) (cpm) (cpm)

Gesamt 22 890 + 373* 257 + 155 320 + 98
Median: 776 151 296

Weiblich 13 905 + 419* 325 + 155 359 + 106
Median: 745 364 355

Mannlich 9 869 + 319* 158 + 94 264 + 48
Median: 791 125 257

Tab. 18: Titer der 1gG1, 1gG4 und IgE Isotypantikérper bei Patienten mit silenter Zoliakie
*p < 0,01 versus 1gG4 und IgE

Altersgruppen Anzahl

Pravalenz der tT G-I sotypantikor per

1-10 Jahre 9

> 10 Jahre 13

1gG1 1gG4 IgE
4 1 1
(44,4%) (11,1%) (11,1%)
0 0 0

Tab. 19: Pravalenz der 1gG1, 1gG4 und IgE tTG-Antikorper in Abhéngigkeit vom Alter



Altersgruppen  Anzahl Titer der tTG-Isotypantikor per

1gG1 1gG4 IgE
1-10 Jahre 9 1122 + 450* 243+ 164 330+ 131
> 10 Jahre 13 730 + 202* 266 + 155 313+ 73

Tab. 20: Korrelation der Titer der Isotypantikérper mit dem Alter bei Patienten mit silenter Zoéliakie
*p < 0,01 versus 1gG4 und IgE

4.3.4. Korrelation der tT G-I sotypantikor per

Der dominante Isotyp waren auch bei den Patienten mit silenter Zoliakie die IgA1 Antikorper,
die alein in 10 der 22 Patienten auftraten. In alen 1gA2 oder 1gG1 positiven Fallen waren
gleichzeitig die IgA1 Antikorper nachweisbar. Sechs Patienten hatten nur 1gA1 und IgA2
Antikorper. Dem gegentiber war in alen IgG1l Antikorper positiven Seren gleichzeitig IgA1
nachweisbar. 1gG4 war nur in einem Serum positiv, das gleichzeitig IgA1, 1gG1 und IgE
Antikorper aufwies.

KXY D

Abb. 4: Korrelation der Isotypantikorper bei Patienten mit silenter Zdliakie
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4.3.5. Korrelation der tT G-Isotypantikorper mit dem Dinndar mbiopsiebefund

Bel insgesamt 12 der 22 Typ 1 Diabetiker mit positiven IgA tTG-Antikdrpern konnte eine
Gastroskopie und eine Dunndarmbiopsie durchgefiihrt werden. Bei 11 der 12 Patienten
wurden vom Pathologen Zdliakie-typische Dunndarmverdnderungen beschrieben, die, obwohl
die Patienten klinisch asymptomatisch waren, vom Auftreten vermehrter intragpithelialer
Lymphozyten (Marsh 1) bis zur Zottenatrophie (Marsh 3) reichten. Tabelle 21 zeigt die
Assoziation der |sotypantikorper mit dem Grad der Schleimhautveranderungen. Bel Patienten,
die IgA1 tTG-Antikorper positiv waren, fanden sich unterschiedliche Stadien von Marsh 0
bis Marsh 3. IgA2 und 1gG1 tTG-Antikorper waren mit deutlichen Dinndarmveranderungen
assoziiert. Hier konnten bei allen Patienten pathologische Schieimhautbefunde in den Stadien
2 und 3 nachgewiesen werden.

TTG- Anzahl Dunndar mbiopsiebefund
Antikor per

Marsh O Marsh 1 Marsh 2 Marsh3 Marsh4

IgA1 12 1 1 4 6 0
IgA2 4 0 0 1 3 0
1gG1 4 0 0 1 3 0

Tab. 21: Assoziation der tTG-Isotypantikdrper mit dem Befund der Dinndarmbiopsie bei Patienten mit
Verdacht auf silente Zdliakie



4.4. Vergleich der Isotypantikorper gegen tTG bel Patienten mit manifester und silenter
Zoliakie

Da die Formation von Antikorpern die Regulation einer Immunantwort reflektieren kann,
wurde gepruft, ob Unterschiede in der Haufigkeit der Antikorper, im Antikorpertiter und der
Isotypverteilung zwischen den Patienten mit manifester und silenter Zdliakie auftreten.
Wegen der geringen Prévalenz der 1gG4 und IgE Antikorper wurden in diese Analyse nur die
IgA1, IgA2 und IgG1 Antikorper aufgenommen.

4.4.1. Pravalenz der tTG-Antikorper

Ein Vergleich der Haufigkeit der einzelnen Subklassen- und Isotypantikorper zeigt, dass die
IgA1 und IgA2 tTG Antikorper bel Patienten mit manifester und silenter Zdliakie dhnlich
haufig nachweisbar waren. Die Pravalenz der 1gG1 Antikorper zeigte deutliche Unterschiede
zwischen beiden Kollektiven. Wahrend 1gG1l tTG-Antikorper bel 57% der Patienten mit
manifester Zoliakie nachweisbar waren, fand sich ein postiver 1gG1 tTG Antikorperbefund
nur bei 18% der Patienten mit silenter Zoliakie (p< 0,01).

4.4.2. Titer der tTG-Antikor per

Um Unterschiede im Antikorpertiter zwischen den Patienten mit manifester und silenter
Zoliakie zu erfassen, wurden zundchst die Gesamt-lgA Antikorperspiegel miteinander
verglichen. Wie in Abb.5 dargestellt ist, war die Spannweite der tTG-Antikorper in beiden
Patientengruppen etwa gleich. Die Mittelwerte der IgA Antikorper waren bel den Patienten
mit manifester Zdliakie (65 = 28 Units) nicht signifikant niedriger im Vergleich zu den
Patienten mit silenter Erkrankung (76 = 32 Units).

Ein direkter Vergleich der Antikorpertiter fir die verschiedenen Isotypen ist in den folgenden
Abbildungen fur beide Patientenkollektive dargestellt. Zusétzlich wurden zur besseren
Veranschaulichung die Messwerte der Kontrollseren fir jeden Isotypantikorper aufgefthrt.
Die markiete Linie sellt den jewelligen Schwellenwert fir den betreffenden
| sotypantikorpers dar. In der Gesamtpopulation waren die mittleren IgA1 tTG-Antikorpertiter

bei Patienten mit slenter Zoliakie signifikant hoher as bei Patienten mit manifester
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Erkrankung (2281 + 1298 cpm versus 2858 + 1079 cpm) (p< 0,001). Demgegeniber waren
die Spiegel der 1gA2 und der 1gG1 tTG-Antikorper bel den Patienten mit manifester und
slenter Zdliakie nicht signifikant unterschiedlich (IgA2: 1009 + 664 cpm versus 717 + 347
cpm; 1gG1: 1319 + 666 cpm versus 890 + 373 cpm). Werden die Antikorpertiter nur bei den
Patienten betrachtet, die nach unserer Definition positive Subklassen- und |sotypantikorper
aufwiesen, so zeigt sich ein dhnliches Bild. Die Spiegel der IgA1 tTG Antikorper sind hoher
bei den Patienten mit silenter Erkrankung (3071 + 875 cpm) im Vergleich zu den Patienten
mit manifester Zoliakie (2457 + 1246 cpm) (p< 0,05). Die IgA2 und 1gG1 Antikorper sind in
beiden Populationen dhnlich hoch (IgA2: 1571 + 750 cpm versus 1121 + 271 cpm; 1gGl:
1665 + 704 cpm versus 1534 + 311 cpm).
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Abb. 5: Titer der Gesamt-1gA tTG-Antikdrper in den Patientengruppen

36



Gesamt-IgG Antikdrper gegen tTG

IgA1 Antikdrper gegen tTG
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Abb. 6: Titer der Gesamt-1gG tTG-Antikorper in den Patientengruppen
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Abb. 7: Titer der IgA1 Antikorper in den verschiedenen Probandengruppen
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IgA2 Antikbérper gegen tTG

IgG1 Antikdrper gegen tTG
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Abb. 8: Titer der IgA2 Antikorper in den verschiedenen Probandengruppen
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Abb. 9: Titer der 1gG1 Antikorper in den verschiedenen Probandengruppen
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IgG4 Antikorper gegen tTG

IgE Antikorper gegen tTG

3000 1

2500
2000
1500 -
1000
500 9 1J
P LA | c .8
[ ]
foe TR tel
0 T T
Zoliakie Silente Zoliakie Kontrollen
(n=30) (n=22) (n =56)
Abb. 10: Titer der 1IgG4 Antikorper in den verschiedenen Probandengruppen
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Abb. 11: Titer der IgE Antikorper in den verschiedenen Probandengruppen
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4.4.3. Korrelation zwischen den 1gA1 und IgA2 tT G-Antikorpern

Der Vergleich der individuellen Titer der IgA1 und IgA2 Antikorper zeigt, dass bel den
Patienten mit manifester Zoliakie die Titer der 1gA2 tTG-Antikorper nur bei einem Patient
hoher waren as die IgA1l tTG-Antikorper. Die Titer der 1gA2 tTG-AntikOrper bel den
Patienten mit silenter Zoliakie in alen Féllen niedriger as die der IgA1 tTG-Antikorper. In
den Abbildungen 10 und 11 sind wegen der besseren Ubersicht nur die Félle aufgetragen, bel
denen sowohl 1gA1 wie IgA2 tTG-Antikorper positiv waren.
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Abb. 12: Korrelation der individuellen Titer der IgA1 und IgA2 tTG-Antikorper bei Patienten mit manifester
Zoliakie
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Antikorpertiter bei silenter Zoliakie
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Abb. 13: Korrelation der individuellen Titer der IgA1 und IgA2 tTG-Antikorper bei Patienten mit silenter
Zoliakie

4.4.4. Korrelation zwischen den 1gA1 und IgG1l tTG-Antikorpern

Der Vergleich der individuellen Titer der 1gA1 und 1gG1l Antikorper zeigt, dass bei den
Patienten mit manifester Zoliakie die Titer der 1gG1 tTG-Antikorper in nur zwei Fallen hther
waren as die Titer der IgA1 tTG-Antikorper. Der Titer der 1gG1 tTG-Antikorper war nur bel
einem Patienten mit silenter Zoliakie hoher as der Titer der 1gA1 tTG-Antikorper. In den
Abbildungen 12 und 13 sind wegen der besseren Ubersicht nur die Falle aufgetragen, bei
denen sowohl die IgA1 wie die IgG1 tTG-Antikorper positiv waren.
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Abb. 14: Korrelation der individuellen Titer der IgA1 und 1gG1 tTG-Antikorper bei Patienten mit manifester
Zoliakie
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Abb. 15: Korrelation der individuellen Titer der IgA1 und IgG1 tTG-Antikérper bei Patienten mit silenter
Zoliakie
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5. Diskussion

Autoantikorper gegen das Enzym Gewebstransglutaminase (tTG) sind neue serologische
Marker fir eine manifeste und silente Zoliakie, die in ihrer Spezifitdt und Senstivitét mit den
Endomysiumantikdrpern vergleichbar sind. In der vorliegenden Arbeit wurden neue Assays
fir den spezifischen Nachweis von Isotyp Autoantikdrpern gegen tTG aufgebaut und deren
Wertigkeit in verschiedenen Patientenkollektiven untersucht. Es konnte erstmals gezeigt
werden, dass bel Patienten mit Zoliakie tTG-Antikorper verschiedener IgA und 19gG
Subklassen auftreten. Da die Antikorperverteilung bel Patienten mit manifester und silenter
Zoliakie unterschiedlich war, konnte die Differenzierung der tTG-Isotypantikorper einen
wertvollen indirekten Marker fir die Stérke der DUnndarminflammation darstellen.

Die Formation von Antikdrpern eines bestimmten Isotyps oder einer Subklasse wird durch
das Milieu mitbestimmt, in dem die naiven B-Zellen stimuliert werden. Dies kann von der Art
des Antigens, den kostimulierenden Molekilen auf den Antigen-prasentierenden Zellen
(APC) und den Zytokinen, die bei der APC und T-Helfer-Zell Interaktion produziert werden,
moduliert werden (Stavnezer 2000). Das lokale Milieu des Darms beguinstigt die Entwicklung
von IgA Isotypantikorpern durch die lokale T-Zdll abhéngige Sekretion von IL-4, IL-10, IL-
13 und TGF-b in den lymphoiden Geweben (Elson 1979; Coffman 1989; Schultz 1991).

Die Untersuchung der humoralen Immunitét gegen tTG erbrachte bei 100% der Patienten mit
manifester und silenter Zdliakie den positiven Nachweis von IgA Autoantikorpern. Diese
Ergebnisse stehen in Ubereinstimmung mit zahlreichen anderen Studien, die zeigen konnten,
dass IgA Endomysium Antikorper bzw. IgA tTG-Antikorper den dominierenden Isotyp der
Immunantwort bei der Zdliakie darstellen (Dietrich 1998; Seisder 1999; Williams 1999).

Beim Menschen werden die Serum-IgA Isotypantikorper anhand ihrer biochemischen
Grundstruktur in zwel Subklassen unterteilt. Im Vergleich zum IgA1l fehlt in der Hinge-
Region des IgA2 eine aus dreizehn Aminosduren bestehende Sequenz. In dieser Region
enthalt IgA1 zwischen drel und finf zusétzliche O-glykolysierte Regionen. Zusétzlich enthalt
IgA1 zwel N-glykolysierte Seitenketten und zwar an den Positionen CH2 (Asn263) und CH3
(Asn459). Alle Allotypen vom IgA2 besitzen zwei zusétzliche N-Glykolysierungen an den
Positionen CH1 (Asn166) und in CH2 (Asn337) (Rifai 2000). Es wird vermutet, dass die
Unterschiede in der Glykosylierung die biologischen Eigenschaften der Antikorper
beeinflussen. Die Serumkonzentrationen von der 1gA1 und IgA2 Subklassen unterscheiden
sich normalerweise deutlich. Die Serum-IgA bestehen zu 90% aus IgA1 Antikorper und nur
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zu 10% werden 1gA2 Antikorper produziert. Bei lokaler Produktion von IgA in der
Schleimhaut wird eine dritte Sorte, das sogenannte sekretorische IgA, produziert. Nach der
Aktivierung IgA produzierender Plasmazellen kann das IgA durch mukosale epitheliae
Zellen transportiert und durch eine sogenannte JKette zu IgA-Dimeren oder —Polymeren
verbunden werden, die auf der Schleimhaut sezerniert werden und der lokalen Abwehr dienen
(Corthesy 1999; Mesteck 1999; Hocini 2000; Langford 2002). Diese sind im Serum nicht
oder nur in sehr geringer Konzentration nachweisbar und waren deshalb nicht Gegenstand der
vorliegenden Untersuchung.

In der vorliegenden Studie wurde erstmals die Verteilung der tTG-Autoantikorper hinsichtlich
der zwel verschiedenen Subklassen der Serum-IgA bel Patienten mit manifester und silenter
Zoliakie analysiert. Die IgA1 Antikorper stellten in beiden Patientengruppen den klar
dominanten Isotyp der tTG-Antikorper dar (90%), wohingegen die IgA2 tTG-Antikorper zu
einem deutlich geringeren Prozentsatz (32-40%) nachweisbar waren. Interessant war, dass bel
den IgA2 tTG-Antikorper postiven Patienten in allen Féllen auch die 1gA1 Antikérper
nachweisbar waren. Diese Befunde stehen in Ubereinstimmung mit einer Arbeit von Osman
und Mitarbeitern, die IgA1-Endomysium-Antikorper in 26 von 26 und IgA2-Endomysium-
Antikorper in nur 4 von 26 EmA-positiven Seren beschrieben haben (Osman 1996).
| sotypantikorper von IgE Typ, die vor alem bei Antigenkontakt in der Haut und Schleimhaut
induziert werden, waren bel nur 10% der Patienten nachweisbar und sind deshalb bei der
Zoliakie nur von untergeordneter Bedeutung.

Die chemischen Unterschiede zwischen IgA1 und IgA2 lassen auf verschiedene
Eigenschaften und Funktionen dieser Isotypantikorper in vivo schlief3en. Ein deutlicher
Unterschied der Serum IgA Antikérper ist die viel schnellere hepatische Elimination von
IgA2, die durch die hohere Affinitdt der N-glykolysierten Seitenketten des IgA2 an einen auf
Hepatozyten exprimierten Asialoglykoprotein-bindenden Rezeptor vermittelt wird (Rifai
2000, Van Egmond 2001). Unsere Ergebnisse lassen vermuten, dass bei der
Autoimmunreaktion gegen tTG im Dinndarms vorwiegend IgA1 Antikorper produziert
werden und nur bei einer Untergruppe zusétzlich 1gA2 tTG-Antikorper positiv werden. Auch
bei anderen entziindlichen Darmerkrankungen wie der Colitis ulcerosa und dem M. Crohn,
bei denen eine vermehrte Produktion von AutoantikOrpern des IgA Isotyps nachgewiesen
werden konnte (Kazemi-Shirazi 2002), wurde ein Uberwiegen von IgA1 im Vergleich zur
IgA2 Antikorpern beschrieben (Thoree 2002).

Hinweise auf die Regulation der Immunantwort bezlglich der 1gA Subklassenantikorper
ergaben Studien bei Knock-out Mausen und in vitro Untersuchungen mit humanen
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dendritischen Zellen. IL-4 und IFN-g-Rezeptor Knock-out Mause zeigten eine verminderte
IgA Immunantwort nach oraler Immunisierung (Vady 1995; Kjerrulf 1998). Dem gegentber
konnte bel IFN-g Knock-out Mausen eine vermehrte Th2 Immunantwort und eine starke 1gA
Produktion beobachtet worden (Yamamoto 1996; VanCott 1996). Bei Doppel-Knock-out
Méausen war eine Reduktion sowohl der Thl wie der Th2 Immunantwort gegen |6diche
Antigene beobachtet werden (Kjerrulf 1998). Andere Studien konnten bei diesen Mausen eine
starke Immunantwort zeigen, wenn partikulare Antigen eingesetzt wurden (Y amamoto 1996).
Dies fuhrte zur Hypothese, dass die mukosale IgA Immunantwort stark von der Regulation
der Th Zdlen und von der Art des zugefiihrten Antigens abhangig ist.

Beim Menschen ist bekannt, dass CD40 aktivierte naive B-Zdllen IgA bel Anwesenheit von
IL-10 und TGF-b produzieren (Defrance 1992). 1gA1 wird hierbel durch die Kombination
von IL-10 und TGF-b oder Aktivierung von CD40 vermittelt. Die Produktion von IgA2 wird
durch IL-10, TGF-b und Aktivierung von CD40 begunstigt (Islam 1991; Kitani 1994; Dubois
1999). Fayette und Mitarbeiter konnten dartiber hinaus eine wichtige Rolle von humanen
dendritischen Zellen bel der Aktivierung naiver B-Zellen, dem Immunglobulin Switch und
der Ausreifung in Plasmazellen belegen (Pan 2001). In in vitro Untersuchungen waren allein
die dendritschen Zdllen in Kombination mit IL-10 und einer Aktivierung von CD40 (mit und
ohne TGF-b) in der Lage, in B-Zellen die Sekretion von IgA2 Immunglobulinen zu
induzieren (Fayette 1997). Da in unserer Untersuchung 40% der Seren von Patienten mit
manifester Zoliakie IgA2 tTG-Antikorper positiv waren, ist eine Beteiligung von aktivierten
dendritischen Zellen an der Pathogenese der Zdliakie zu vermuten. Die Beobachtung, dass
Antikorper gegen tTG Uber die Neutralisation von tTG die Aktivitdt von TGF-b verringern
(Esposito 2002), konnte zu einer vermehrten Produktion von IgA2 tTG-Antikorpern
beitragen. Wird die oben erwéhnte schnellere hepatische Elimination von 1gA2 zuséizlich in
Betracht gezogen (Rifai 2000), so kann vermutet werden, dass in vivo die Produktion von
IgA2 tTG-Antikbrpern weit hoher ist, as die letztendlich im Plasma gemessen Werte
widerspiegeln. Die Untersuchung der genauen Bedeutung der IgA Subklassen tTG-Antikorper
fur die Zoliakie muss weiteren Studien vorbehalten bletben. Da keine Unterschiede
hinsichtlich des Geschlecht, des Alters und der Antikorpertiter zu verzeichnen waren, bleibt
die Ursache fur die beobachteten serologischen Unterschiede unklar. Besonders interessant
wére es in weiteren Studien die Assoziation der IgA Subklassenantikorper mit lokalen
Zytokinexpressionsmustern zu untersuchen, um direkte Hinweise auf den Mechanismus des
IgA Subklassenswitch zu erhalten.
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In Abhangigkeit von der Art des Antigens, des Aktivierungsgrades immunkompetenter Zellen
und der lokalen Entziindungsreaktion kann die Immunantwort im Darm so reguliert werden,
dass die Produktion von spezifischen IgG Antikorpern induziert wird. Da IgG Antikorper z.B.
durch die Bindung von Komplement die lokale Schieimhautinflammation verstérken konnten,
war es besonders interessant die Prévalenz von tTG-1gG Isotypantikorper zu analysieren. Die
Bestimmung der 1gG tTG-Antikorper erbrachte zundchst im Vergleich mit den 1gG1 und
1gG4 Antikorpern ein Uberraschendes Bild. Wahrend 96,6% der Patienten mit manifester
Zoliakie positive tTG-Antikorper im Gesamt 1gG-Assay aufwies, waren nur 56,6% der Seren
1gG1 tTG-Antikorper positiv und kein Serum hatte 1gG4 Antikorper. Diese Diskrepanz
kénnte durch das Auftreten von 1gG2 oder 1gG3 Antikorpern oder eine verminderte
Sensitivitat der Subklassenassays erklart werden. In einer Untergruppe der Gesamt 1gG
positiven, 1gG1 tTG-Antikorper negativen Seren war aber keine Reaktivitdt von 1gG2 und
1gG3 tTG-Antikorpern nachweisbar (Daten nicht gezeigt). AufRerdem wurden in der
vorliegenden Arbeit zur Bestimmung von 1gG1 und 1gG4 Subklassenantikorpern die gleichen
biotinylierten Anti-human Antikdrper und Neutravidin-Agarose eingesetzt, mit denen bei Typ
1 Diabetikern ein hoch senstiver und spezifischer Nachweis von 1gGl und 1gG4
Autoantikdrpern gegen IA-2, einem wichtigen Antigen beim Typ 1 Diabetes, gelungen war
(Seisder 2002). Da hierdurch ein Problem mit der Testspezifitdt und Testsenstivitét
weitgehend ausgeschlossen werden konnte, wurde die Frage gestellt, ob be der
Immunprézipitation mit Protein A-Sepharose eine Kreuzreaktivitéat auftritt. Tatséchlich konnte
bei den gleichen Seren teilweise eine sehr hohe Bindung im Assay mit Protein A Sepharose
detektiert werden, wahrend mit Protein G Sepharose klar negative Resultate gemessen
wurden. Da Uberdies die 1gG1 tTG-Antikorper nur mit positiven Antikdrpern im Protein G
Assay assoziiert waren, ist zu vermuten, dass die bekannte schwache Bindung von IgA an
Protein A Sepharose ausreicht, um falsch positive Werte fir 1gG vorzutduschen. Alle bisher
publizierten Studien, die einen Radioligandenassay zum Nachweis von 1gG tTG-Antikorpern
angewendet haben und eine hohe Préavalenz der 1gG tTG-Antikorper (96-98% bel Patienten
mit manifester Zoliakie und in 3,533% be Personen mir erhohtem Zdliakierisiko)
beschrieben haben, scheinen die wahre Prévalenz dieser Isotypantikdrper bei weitem
Uberschétzt zu haben (Lampasona 1999; Bazzigaluppi 1999; Seissler 1999; Hummel 2000;
Bilbao 2002). Insofern liefert die vorliegende Arbeit wichtige Daten Uber die tatsachliche
Pravalenz von IgG tTG-Antikorpern bei Patienten mit Zdliakie.

Obwohl  bel  Autoimmunerkrankungen des Menschen die  Abhéngigkeit des
Immunglobulinswitch vom Zytokinmilieu noch nicht genau geklart ist, sprechen die positiven
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IgG1 Antikorper bei Fehlen oder niedriger Préavalenz von 1gG4 Antikorpern fur ein Thl
gesteuertes Immungeschehen. Bel der Lyme Borreliose, die zu einem Uberwiegenden
Stimulation von Thl-Zellen fuhrt (Forsberg 1995), konnte eine Dominanz von 1gG1l und
1gG3 Antikorpern bel sehr niedrigen 1gG2 Titern und negativen 1gG4 Antikorpern beobachtet
werden (Lundgren 1989, Widhe 1998). Diese Studien wurden allgemein so interpretiert, dass
beim Menschen IFN-g den Switch zu 1gG1 und 1gG3 erméglicht, wahrend unter dem Einflul3
von IL-4 vornehmlich 1gG4 Antikorper produziert werden. Bel Wurminfektionen konnte in
vitro und in vivo eine tUberwiegende Produktion von spezifischen 1gG4 und IgE Antikorpern
nachgewiesen werden (King 1993; Yazdanbakhsh 1995). Auch bel der Infektion mit der
Nematode Brugia oder Wuchereria, die zur Entwicklung einer lymphatischen Filariose fuhrt,
konnte eine starke Th2 dominierte Immunantwort mit Uberwiegen von IgE und 1gG4 gegen
verschiedene rekombinante Antigene nachgewiesen werden (Mahanty 1992; Kurniawan
1993; Yazdanbakhsh  1995). Untersuchungen der  Assoziation  verschiedener
Autoimmunerkrankungen mit den Isotyp- und Subklassenmuster spezifischer Autoantikérper
erbrachte ein dhnliches Bild. Bei Patienten mit M. Basedow, dem M. Wegener und dem Typ 1
Diabetes war jeweils eine heterogene Autoantikorperreaktion mit verschiedenen Isotypen
(IgA, 1gG und IgE) und Subklassen (1gG1-4) nachweisbar (Esnault 1991; Dozio 1994; Guo
1997; Couper 1998; Petersen 1999). Allerdings zeigten mehrere Studien beim Typ 1 Diabetes
eine deutliche Dominanz des 1gG1 Isotyps der Autoantikbarper gegen die Antigene Insulin,
Glutaminsdure Decarboxylase und Tyrosinphosphatase 1A-2 (Flchtenbusch 2000; Hawa
2000) . Bel Prédiabetikern waren ebenfalls die 1gG1l Autoantikorper die dominanten
Antikorper, was die Hypothese einer vorwiegend Thl dominierten Immunantwort bei der
Diabetesentwicklung unterstiitzt (Kallan 1997, Couper 1998, Bonifacio 1999; Kalmann 1999;
Seissler 2002). Bei Patienten mit Hashimoto Thyreoditis waren ebenfalls vorwiegend 1gG1
Antikorper nachweisbar (Guo 1997). Diese Daten lassen vermuten, dass die Analyse der
Isotyp- und Subklassenverteilung spezifischer Autoantikorper auch beim Menschen
Rickschlusse hinsichtlich der Aktivierung/Regulation der T-Zellantwort zulésst. Eine Thl
Immunantwort ist assoziiert mit einer zytotoxischen und zytodestruktiven Immunantwort. Die
erhohte Expression der proinflammatorischen Zytokine INF-a, INF-gund IL-18 bei Patienten
mit aktiver Zdliakie (Monteleone 2001; Salvati 2002) konnte die Entwicklung von 1gGl
Antikorper begunstigen.

Im direkten Vergleich der Patienten mit manifester Zdliakie waren bei Patienten mit silenter

Zoliakie deutlich weniger haufig 1gG1 tTG-Antikorper nachweisbar. Dartiber hinaus wurde in
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der vorliegenden Studie eine Assoziation einer hohergradigen Schleimhautveranderung in der
Dunndarmbiopsie (Marsh 3 und 4) mit dem Auftreten von IgG1 tTG-Antikorpern beobachtet.
Dies konnte so interpretiert werden, dass bei symptomatischer Zoliakie autoreaktive Thl-
Zellen dominieren, wahrend bei Patienten mit silenter Erkrankung Th-2 Zellen Gberwiegen,
die weniger inflammatorisch wirken. Es wére denkbar, dass in einem frihen Stadium der
Entwicklung einer Zoliakie das lokale Zytokinmilieu des Darmes eine Th2 Immunreaktion
begunstigt, die nur zu einer begrenzten Entzindungsreaktion fihrt. Erst wenn zusétzliche
proinflammatorische Triggerfaktoren auftreten, wird das Gleichgewicht in Richtung Thl
verschoben. Th-1 Zellen kénnen dann durch die Sekretion von IFN-g und TNF-a sowohl
direkt als auch indirekt durch die Aktivierung von APCs (Makrophagen, dendritische Zellen)
die Entziindungsreaktion der Darmschleimhaut steigern. Auf3erdem konnte spekuliert werden,
dass 1gG1 Antikorper Uber die Aktivierung von Komplement oder die Induktion einer
Antikorper-abhangigen zytotoxischen Immunresktion direkt am Inflammationsprozess
beteilligt sind. Zur Abklarung dieser Hypothesen missen weitere Anaysen der
Antikorperreaktivitéten und prospektive Verlaufsstudien folgen.

In der vorliegenden Arbeit wurden neue Assays zum Nachweis von tTG-Antikorper der IgA
und 1gG Subklasse etabliert, mit denen erstmals die Isotypverteilung bei der Zdliakie
untersucht werden konnte. Bei Patienten mit manifester und silenter Zoliakie waren die IgA1
Antikorper der dominate Isotyp. Deutliche Unterschiede waren in der Pravalenz der 1gG1 tTG
Antikorper zu verzeichnen. Da das Auftreten der 1gGl tTG-Antikorper bel Patienten mit
slenter Zoliakie mit der Stérke der Diunndarmveranderungen assoziiert war, konnten diese
einen indirekte Marker fur die Aktivierung inflammatorischer T-Zellen darstellen. Die
Bestimmung der tTG Isotypantikdrper konnte somit eine einfache Methode darstellen,
Patienten mit slenter Erkrankung und schwergradigen inflammatorischen Reaktionen
frihzeitig zu erkennen. Der pradiktive Wert der 1gG1l tTG-Antikdrper muss allerdings in
prospektiven Studien weiter geklart werden.
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6. Zusammenfassung

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die Verteillung und die Bedeutung der Immunglobulin
Subklassen und Isotypen der Autoantikdrper gegen das Enzym Gewebstransglutaminase
(tTG) bel Patienten mit verschiedenen Formen der Zoliakie zu untersuchen.

Getestet wurden 30 Seren von Patienten mit manifester Zoliakie (Alter 6-72 Jahre) und 22
Seren von tTG-Antikorper positiven, asymptomatischen Personen, die als Patienten mit
slenter Zoliakie eingestuft wurden (Alter 3-19 Jahre). 58 Seren von gesunden Blutspendern
dienten as Kontrolle. Die IgA1, 1gA2, 1gG1, 1gG4 und IgE Antikorper gegen tTG wurden in
Subklassen- und Isotyp- spezifischen Radioimmunoassays bestimmit.

Unter den 30 Patienten mit manifester Erkrankung waren bei 27 (90,0%) 1gA1 und bel 12
(40,0%) IgA2 Antikorper nachweisbar. Ahnlich hohe Préavalenzen fanden sich bei den
Patienten mit silenter Zdliakie (90,1% und 31,8%). In beiden Populationen waren bei alem
IgA2 Antikorper positiven Personen auch IgA1 tTG-Antikorper positiv. IgE und 1gG4 tTG-
Antikorper konnten nur bel sehr wenigen Patienten mit manifester Zoliakie (4,5-10%) und
slenter Zoliakie (0-4,5%) nachgewiesen werden. Deutliche Unterschiede fanden sich in der
Verteilung der 1gG1 Antikorper. 1gG1 tTG AntikOrper waren bei 56,6% der Patienten mit
manifester Zoliakie, aber nur bei 18,4% der Patienten mit silenter Erkrankung positiv (p<
0,01). In der Gruppe der Patienten mit silenter Erkrankung war eine positive Korrelation
zwischen den IgA2 und 1gG1 tTG-Antikorpern und hochgradigen Schleimhautverdnderungen
in der Dunndarmbiopsie (Marsh 2 und 3) nachweisbar.

In der vorliegenden Arbeit konnte somit erstmals gezeigt werden, dal3 IgA1 den dominanten
Isotyp der tTG-AntikOrper bel Zoliakiepatienten darstellt. 1gG1l tTG-Antikorper treten
héufiger bei Patienten mit manifester Erkrankung auf und sind, bei Patienten mit silenter
Zoliakie, assoziiert mit der Starke der Schédigung der Dinndarmschleimhaut. Dies konnte
eine inflammatorische, Thl-dominierte Immunantwort anzeigen. Aus den Ergebnissen &3
sich schlief}en, dass die Bestimmung von IgG1l Antikorpern bei tTG-Antikorper positiven
Patienten mit silenter Zdliakie as Marker zur Unterscheidung zwischen Individuen mit einem
hohen und enem niedrigem Risko der Entwicklung einer manifesten Erkrankung
herangezogen werden kann. Hiermit konnte ein Beitrag zur Verbesserung der Frihdiagnostik
der Zoliakie geleistet werden.
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7. Abkurzungsverzeichnis

APC = Antigen Presenting Cell

Ca™ = Calcium

cpm = counts per minute

EDTA = Ethylendiamin-T etraessigsaure

ELISA = Enzym-linked | mmunosorbent Assay

EMA = Endomysium-Antikorper

ESPGAN —KTriterien (= European Society of Pediatric Gastroenterology and Nutrition)

HLA =Human Leukocyte Antigen

|EL =intragpitheliale L ymphozyten

IFL = I mmunfluoreszenz

IFN = I nterferon

IgA = I mmunglobulin A

19gG = Immunglobulin G

IgE = Immunglobulin E

IgA1 = Immunglobulin A1

IgA2 = Immunglobulin A2
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1gG1 = Immunglobulin G1

1gG4 = mmunglobulin G4

IL = Interleukin

M. xxxx = M orbus xxxx

MALT =M ucosa Asscociated L ymphatic Tissue

MHC = M gjor Histocompability Complex

MMP = Matrix M etalloproteinasen

PAS Assay = Protein A Sepharose Assay

PGS Assay = Protein G Sepharose Assay

PM SF = Phenylmethansulfonsaureflorid

RIA = Radioimmunoassay

RNA = Ribonucleinacid

RLA = Radioligandenassay

Th-Zellen = T-helper-Zellen

TNF = Tumor Necrotic Factor

TGF = Tumor Growth Factor

tTG = tissue Transglutaminas
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bel Patienten mit Verdacht auf silente Zdliakie
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| sotypantikor per gegen die Gewebstransglutaminase (tTG) bei Patienten
mit
manifester und silenter Zdliakie
vorgelegt von Jaron Schilling

Zidl der vorliegenden Arbeit war es, die Verteilung und die Bedeutung der Immunglobulin
Subklassen und Isotypen der Autoantikorper gegen das Enzym Gewebstransglutaminase
(tTG) bel Patienten mit verschiedenen Formen der Zdliakie zu untersuchen.

Getestet wurden 30 Seren von Patienten mit manifester Zdliakie (Alter 6-72 Jahre) und 22
Seren von tTG-AntikOrper positiven, asymptomatischen Personen, die als Patienten mit
slenter Zoliakie eingestuft wurden (Alter 3-19 Jahre). 58 Seren von gesunden Blutspendern
dienten as Kontrolle. Die IgA1 (Immunglobulin Al), IgA2, 1gG1, 1gG4 und IgE Antikorper
gegen tTG wurden in Subklassen- und Isotyp- spezifischen Radioimmunoassays bestimmt.
Unter den 30 Patienten mit manifester Erkrankung waren bei 27 (90,0%) 1gA1 und bel 12
(40,0%) IgA2 Antikorper nachweisbar. Ahnlich hohe Pravalenzen fanden sich bei den
Patienten mit silenter Zdliakie (90,1% und 31,8%). In beiden Populationen waren bei allem
IgA2 Antikorper positiven Personen auch IgA1 tTG-Antikorper positiv. IgE und 1gG4 tTG-
Antikorper konnten nur bel sehr wenigen Patienten mit manifester Zoliakie (4,5-10%) und
slenter Zoliakie (0-4,5%) nachgewiesen werden. Deutliche Unterschiede fanden sich in der
Verteilung der 1gG1 Antikorper. 1gG1 tTG AntikOrper waren bei 56,6% der Patienten mit
manifester Zoliakie, aber nur bei 18,4% der Patienten mit silenter Erkrankung positiv (p<
0,01). In der Gruppe der Patienten mit silenter Erkrankung war eine positive Korrelation
zwischen den IgA2 und 1gG1 tTG-Antikorpern und hochgradigen Schleimhautverdnderungen
in der Dinndarmbiopsie (Marsh 2 und 3) nachweisbar.

In der vorliegenden Arbeit konnte somit erstmals gezeigt werden, dal3 IgA1 den dominanten
Isotyp der tTG-AntikOrper bel Zoliakiepatienten darstellt. 1gG1l tTG-Antikorper treten
haufiger bei Patienten mit manifester Erkrankung auf und sind, bel Patienten mit silenter
Zoliakie, assoziiert mit der Stérke der Schadigung der Dunndarmschleimhaut. Dies kénnte
eine inflammatorische, Thl-dominierte Immunantwort anzeigen. Aus den Ergebnissen |a03t
sich schlief}en, dass die Bestimmung von IgGl Antikérpern bei tTG-Antikorper positiven
Patienten mit silenter Zoéliakie als Marker zur Unterscheidung zwischen Individuen mit einem
hohen und enem niedrigem Risko der Entwicklung einer manifesten Erkrankung
herangezogen werden kann. Hiermit konnte ein Beitrag zur Verbesserung der Frihdiagnostik
der Zoliakie geleistet werden.



